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　Acid mine drainage (AMD) is acidic and generally enriched 
with iron, aluminum, sulfate and heavy metals, such as lead 
and cadmium. AMD is a growing problem of emerging 
concern that cause detrimental effects to the environment 
and living organisms. Yanahara mine in Misaki Town, 
Okayama, Japan, had mainly produced pyrite for sulfuric 
acid manufacture. Although it was closed in 1991, AMD is 
being generated from the mine now. A passive treatment 
based on the biological oxidation of ferrous iron is a prom-
ising strategy for AMD remediation. AMD from Yanahara 
mine is treated in a plant using iron-oxidizing bacteria, 
Acidithiobacillus ferrooxidans and Ferrovum spp. The AMD 
generation continues for several centuries with dramatic 
consequences on the receiving environments. Therefore, the 
development of sustainable and cost effective treatment 
process is required. A development of the effective biologi-
cal treatment process with an iron oxidation reactor oper-
ated at pH 3.5 is described in this report. Economic aspects 
are also discussed.
Key words : acid mine drainage, bioremediation, iron-
oxidizing bacteria, microbial community, Acidithiobacillus 
ferrooxidans


























1 ．A. ferrooxidans の鉱水生成への関与





























　鉱水に含まれる Fe2+ を化学的に Fe3+ に酸化するには pH
29岡山大学農学部学術報告　Vol. 109，29-36（2020）






















平成 3 年 3 月に採掘が中止された．鉱山には未採掘の黄
鉄鉱が残存しており，それに起因する鉱水が流出する．






素の除去），（ 2 ）鉄酸化工程（pH 2.5付近で鉄酸化細菌






























































(900～1200 mg Fe/L, pH 2～3)
Arsenic removal reactor (pH 3.6)





Fig. 1  Process flow diagram of the biological AMD treatment 
















A. ferrooxidans や Ferrovum 属の鉄酸化細菌が検出され
る．pH 3 ～ 4 付近で鉄を酸化して生育する鉄酸化細菌を
分離して，鉄酸化試験に用いた報告はないため，柵原鉱
山近辺の休石地区にある柵原鉱山とは別系統の鉱脈に起
因する坑水を試料として，pH 3 ～ 4 でよく増殖する鉄酸
化細菌の探索が行われた16）．この鉱水は，pH 4.2，鉄濃















た．その結果，二種類の鉄酸化細菌（YCN- 1 と YCN- 2 ）
が単離されている．YCN- 1 の最適増殖 pH は 3 で，
20 mM FeSO4存在下で2.5×107 cells/mL の増殖量を示し
た．YCN- 2 の最適増殖 pH は3.5で，5.4×107 cells/mL の
増殖量を示した．YCN- 2 は YCN- 1 に比べて，増殖し
始めるまでに時間を要したが，増殖量は YCN- 1 よりも
多かった．




L07834.1 Geobacter metallire ducens
MG386692.1 Leptospirillum ferriphilum P1
AJ295686.1 Leptospirillum ferrooxidansa€€TzT-B1-K4
Acidiphilium in treatment system
LN650699.1 Acidithiobacillus ferrivorans PSB22
AJ278718.1 Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC23270
AB070982.1 Nitrosomonas europaea ATCC25978
GU572368.1 U.B. Gallionellaceae clone KWJ C03
DO386262.1 Gallionella capsiferriformans ES-2
L07897.1 Gallionella ferruginea
JQ279045.1 U.B. Rhodocyclaceae clone sz-3118
YCN-2
JQ278780.1 U.B. Rhodocyclaceae clone fjc-35
AM 167950.1 U.B. Gallionella sp. clone BB03
AY766002.1 U.B. Gallionella sp. clone TrefC4
HQ420149.1 U.B. clone LRE22B18
EU266781.1 U.B. Gallionellaceae clone D10 06
EU266776.1 U.B. Gallionellaceae clone D10 01
DO480482.1 U.B. clone G71
EF133508.1 Ferrovum myxofaciens PSTR
KC155322.1 Ferrovum myxofaciens EHS8
NR 117782.1 Ferrovum myxofaciens P3G
KC683343.1 U.B. clone F54
KC683314.1 U.B. clone F25
YCN-1
AB552395.1 U.B. clone OY07-C113
AB552454.1 U.B. clone OY07-C183




DQ386858.1 Sideroxydans paludicola BrT
DQ386859.1 Sideroxydans lithotrophicus LD-1
NR 112159.1 Nitrosospira multiformis ATCC 25196
HE587139 U.B. clone





DQ480481.1 U.B. clone G5
HE587228 U.B. clone
0.1
Fig. 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence showing the positions of YCN- 1 , YCN- 2 , and Bacterium in treatment 
system.
離されたことのない新規な鉄酸化細菌であった（Fig. 2 ）．


















単離した Ferrovum 属の鉄酸化細菌で，最適な増殖 pH
を 3 付近に持っている．20 mM FeSO4を含む YANA 培
地（柵原の鉱水の化学組成を基に作成した人工培地）で培
養した YCN- 1 株を 6 ×108 cells/mL になるように添加
し，pH 3.5の YANA 培地を反応槽内の滞留時間（HRT；
hydraulic retention time）が 8 時間で24時間通水した．
その結果，Fe2+ は完全に酸化されたが，ジャーファメン
ター内の pH が2.5に低下し，試験後の処理槽内の細菌濃
度が8.9×107 cells/mL に低下した．HRT を 4 時間にした
ところ，YANA 培地通水後 5 時間で，ジャーファメンタ
ー内の Fe2+ の濃度が10 mM に増加し，Fe2+ を酸化する
ことができなかった．YCN- 1 の鉄酸化活性の最適 pH









で維持することができない．また，単離した YCN- 1 株
を用いた鉄酸化実験では，鉄の酸化に高濃度の細胞が必
要であった．YCN- 1 を用いて，pH を3.5に維持した条件
下で鉄酸化活性を評価していないが，YCN- 1 の鉄酸化
能は A. ferrooxidans より低いため，酸化槽の鉄酸化活性
を維持するためには，A. ferrooxidans の約10倍の菌体が
必要であること示唆されていた．柵原近辺の pH 4 付近
の酸性鉱山廃水は，柵原鉱水処理場に導入されて処理さ
れているため，鉱水中には pH 3.5付近に最適な増殖 pH




加した pH 3.5の YANA 培地に柵原の鉱水を 1 /20容量
添加し，pH を3.5に維持しながら培養した結果，鉄の酸
化が観察された．培養液の鉄が完全に酸化された後，
20 mM FeSO4を添加した YANA 培地を通水する鉄酸化
試験を実施した．鉄酸化処理槽の pH を3.5に維持して試
験を行った結果を Table 1 に示した．HRT を7.0～7.4時
間で通水した試験では，処理槽に通水した YANA 培地
の Fe2+ を完全に酸化することができた．処理槽内の細菌
数は，前項の実験で用いた YCN- 1 株の場合より 1 桁低
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Fig. 3  Jar fermenter for the AMD treatment experiments using 
iron-oxidizing bacteria.
Table 1  Time course changes of Fe2+ and cell concentrations 
in effluents from the iron-oxidation reactor operated 





































には NH4H2PO4を 1 mM になるように添加したものを処
理水として用いた．その結果，培養 2 日後から鉄の酸化


































Fig. 4  X-ray diffraction patterns of precipitates from the bacte-
rial oxidation tank operated at pH 2.5 and 3.5.  
Arrow heads indicate typical signals for schwertmannite.
Fig. 5  Solutions from the bacterial oxidation reactors operated 
at pH 2.5 and 3.5.
Table 2  Taxonomic composition of bacterial community in the 
iron oxidation reactor treating AMD from Yanahara 
mine and operated at pH 3.5




4 Rhodanobacter 0.99 AJ318146.1
5 Acidocella 0.69 EF087979.1
6 Thiomonas cuprina 0.66 NR_041628.1
7 Stramenopiles 0.32
8 Betaproteobacteria 0.13
9 Iron-oxidizing acidophile 0.1 AY040739.1
10 Burkholderiales 0.07
The V3 -V4  hypervariable region of the 16S rRNA gene was 
amplified from DNA extracted from sample of the iron oxidation 
reactor. The PCR product was sequenced with an Illumina MiSeq 
sequencer. When the species identification was not possible, clas-
sification was made at the genus level, the family level, the order 

















して NH4H2PO4を 1 mM になるように添加した．HRT が


















が 2 時間）でも酸化槽内の可溶性の鉄濃度を10 mg/L 以
下（河川に放流可能な濃度以下）に維持しながら連続運
転が可能となった（Fig. 7 ）．





お わ り に
　微生物を用いて酸性条件下で鉄を酸化する方法は，化
学的な鉄酸化方法と比較して安価である．柵原の鉱水の
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Fig. 6 Pilot-scale reactor for the biological AMD treatment experiments.
Bacteria
oxidation reactor










Fig. 7  Continuous treatment of arsenic removal AMD in the 
pilot-scale reactor using iron-oxidizing bacteria.
微生物処理には，プロセスの維持管理に都合の良い
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